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摘要 :目的 精神 分 裂 症 是 一 种 多 基因 遗传 性 重型 精神 病 。 我 们 前 期 工作 已 经 发 现 y- 氨 基 丁 酸 (GABA)A 型 受 体 B2 亚 基 基 因 
(GABRB2) 内 含 子 8 和 9 内 多 个 单 核 芋 酸 多 态 性 (SNPs) 与 精神 分 裂 症 相关 。 本 项 研究 探 64BRB2 基因 启动 子 区 的 多 态 性 与 精神 


分 裂 症 的 相关 性 。 方 法 采用 特异 性 PCR 引 物 扩 增 GABRB2 基 


PCR 产物 进行 序列 测定 ,以 获得 待 检 SNPs 的 基因 型 ;采用 SHEsis 软 件 进 行 Hardy-Weinberg 平 衡 分 析 和 SPSS 软件 进行 SNPs 基 
因 型 和 等 位 基因 频率 在 对 照 组 和 疾病 组 之 间 的 差异 分 析 。 结 果 对 172 例 精神 分 裂 症 患者 和 167 例 正常 人 对 照 分 析 结 果 发 现 


rs3811996 与 疾病 显著 相关 :其 杂 合 基因 型 (A/G) 频 率 在 疾病 组 


G 频 率 均 显著 低 于 对 照 组 。 儿 
子 , 支持 了 GABRB2 基因 对 精神 分 裂 症 的 易 感性 。 
关键 词 :精神 分 裂 证 ;C4BRB2 基 因 ; 启 动 子 ; 单 核 苷 酸 多 态 性 


显著 低 于 对 照 组 ;在 男性 样本 中 ,其 A/G 基 因 型 和 次 要 等 位 基因 
结论 本 项 研究 表明 G4BRB2 基因 启动 子 区 SNP rs3811996 可 能 为 男性 偏执 型 精神 分 裂 症 的 保护 因 


启动 子 区 (包含 多 个 SNPs) ,并 采用 Sanger DNA 测 法 对 扩 增 的 


Association of single nucleotide polymorphisms in the promoter of GABA, receptor B2 


subunit gene with schizophrenia 
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Abstract: Objective To investigate the genetic association between schizophrenia and the polymorphism of GABAA receptor B2 


subunit (GABRB2) gene. Methods A population association analysis was performed of 5 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in the proximal promoter of GABRB2 gene by PCR and sequencing of the genomic DNA in a cohort of 172 


schizophrenics and 167 controls of Chinese Han nationality. Results One out of the 5 SNPs, namely rs3811996, was found to be 
significantly associated with schizophrenia especially in the male cohorts, where the heterozygous genotypes (A/G) and minor 
allele G displayed lower frequencies in case group than in the controls. Conclusion We found a new risk, SNP rs3811996, for 


paranoia schizophrenia, which further supports the importance of genetic variations of GABRB2 in the etiology of 


schizophrenia. 
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精神 分 裂 症 是 一 类 发 病 率 为 1% 的 重型 慢性 精神 
病 。 家 系 、 双 生子 人 研究 表明 ,精神 分 裂 症 是 遗传 度 约 为 
0.709%~0.85% 的 复杂 多 基因 壮 传 病 "。 虽 然 该 疾病 的 具 

体 分 子 发 病 机 制 仍 未 明了 ,但 普遍 认为 遗传 和 环境 因素 
对 疾病 的 发 生发 展 起 着 共同 作用 ”。 多 项 研究 已 发 现 
多 巴 胶 . 谷 氨 酸 和 5- 羟 色 胶 等 多 种 神经 递 质 的 异常 与 精 
神 分 裂 症 的 发 病 相 关 ”"。 其 中 ,y- 氨 基 丁 酸 (gamma- 
aminobutyric acid, GABA) 类 神经 递 质 和 精神 分 裂 症 发 
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病 的 相关 性 首次 在 1970 年 初 被 报道 ,随后 多 项 研究 报 
道 了 y- 氨 基 丁 酸 能 系统 (GABAergic) 对 精神 疾病 发 病 
起 着 重要 的 作用 = 。 
GABA 是 疹 椎 动物 中 枢 神 经 系统 主要 的 抑制 性 神 
经 递 质 。 中 枢 神 经 系统 中 快速 的 突 触 抑制 性 递 质 传递 
是 由 A 型 GABA i receptors, GABR) 
组 成 的 氯 离子 通道 介 导 的 %“。GABR 是 由 al-a6、B1-B 
3、y1-y3 ed eh a 
物 , 而 ax1 .82.Y2 亚 基 是 组 成 功能 性 受 体 的 主要 组 分 ”。 
该 受 体 的 多 个 编码 基因 C4BR47、.C4BR46.C4BRB2 和 
C4BRP 与 精神 分 裂 症 的 相关 性 已 有 报道 "。 其 中 B2 亚 
基 是 由 一 个 由 11 个 外 显 子 组 成 的 ,长 度 约 为 250 kb 
的 G4BRB2 基因 (GABAAreceptor B2 subunit gene ) 编 
码 "。C4BRB2 内 含 子 8 和 内 含 子 9 内 的 多 个 SNPs(sin- 
gle-nucleotide polymorphisms) 与 中 国 汉 族人 群 病 发 精 
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神 分 裂 症 的 相关 联 首次 被 Lo 等 报道 ", 之 后 被 其 它 研 
究 组 在 不 同 种 群 中 相继 得 到 了 阳性 验证 "3。 这 些 疾 
病 相 关 SNPs 与 该 基因 的 RNA 表达 和 表 观 遗传 修饰 的 
相关 性 在 精神 分 裂 症 中 发 生 了 异常 进一步 表明 了 G4- 
BRB2 基 因 在 精神 分 裂 症 发 病 过 程 的 重要 性 "2 。 现 
有 的 关于 C4BRB2 基 因 的 功能 性 研究 主要 集中 在 内 含 
子 区 域 ,而 对 基因 调控 起 重要 作用 的 启动 子 区 的 研究 还 
其 少 。 本 研究 将 对 GABRB2 基因 启动 子 区 的 SNPs 与 精 
神 分 裂 症 的 关联 性 进行 检测 。 


1 对 象 和 方法 
1.1 对 象 

精神 分 裂 症 外 周 血样 本 采 自 于 广州 医科 大 学 附属 
脑 科 医院 。 共 172 例 ,平均 年 龄 为 47.3+13.5 岁 ,其 中 男 
性 92 例 ,女性 80 例 。 依 据 美国 《精神 疾病 诊断 与 统计 手 
册 》(The Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders, DSM-IV ) 标 准 诊 断 为 偏执 型 ,昌都 表现 为 阳 
性 症状 ;无 重大 躯体 疾病 史 及 脑 器 质 性 障 但 ,无 药物 或 
者 酒精 依赖 。 对 照 组 为 健康 体检 无 亲缘 关系 的 个 体 ( 采 
自 广 州 医科 大 学 附属 第 二 医院 ), 共 167 名 ,平均 年 龄 为 
35.5+9.1 岁 ,其 中 男性 89 名 ,女性 78 名 ;排除 梅毒 .肝炎 


段 内 存在 的 SNPs 及 其 碱 基 类 型 。 

1.2.3 数据 处 理 采用 SHEsis 软件 分 析 基 因 型 分 布 是 
否 符 合 Hardy-Weinberg 平 衡 定律 "”。 利 用 SPSS13.0 软 
件 中 的 x 检验 病例 -对 照 两 组 间 等 位 基因 和 基因 型 频率 
的 差异 ; 如 频数 小 于 5 采用 Fish 精确 检验 ,计算 比 数 比 
(odds ratio, OR) 及 95% 可 信 区 间 (confidence interval， 
CD。 各 种 检验 均 以 P<0.05 为 显著 差异 性 阔 值 。 


2 结果 
2.1 Hardy-Weinberg 遗 传 平衡 检验 

通过 对 启动 子 区 1690 bp 扩 增 片段 内 的 测序 结 
果 序 列 分 析 , 并 同 NCBI 和 UCSC 数 据 库 中 的 SNPs 进 
行 比 对 后 发 现 , 本 研究 中 的 样本 中 存在 以 下 5 个 
SNPs: rs72815526、rs3811997、rs76774144、rs3816596 
和 rs3811996。 这 5 个 SNPs 的 基因 型 频率 经 Hardy- 
Weinberg 遗传 平衡 检验 ,病例 和 对 照 组 样本 的 基因 频率 
分 布 均 达 到 遗传 平衡 ,如 表 1 所 示 , 说 明 本 研究 所 用 样 
本 有 良好 的 人 群 代表 性 。 


表 1 疾病 组 和 对 照 组 基因 型 Hardy Weinberg 遗传 平衡 检测 
Tab.1 Hardy-Weinberg analysis 


等 传染 性 疾病 个 体 。 所 有 受 试 个 体 均 由 本 人 或 直系 亲 
属 知情 同意 后 签署 知情 同意 书 。 

1.2 方法 

1.2.1 基因 组 DNA 的 提取 受 试 血 样 均 为 晨 起 空腹 抽 
取 的 外 周 静 脉 血 ,EDTA 抗 凝 管 4 % 保 存 符 用 。 采 用 标 
准 酚 - 氧 仿 方法 抽 提 外 周 血 白细胞 DNA, 并 深 于 pH 为 
8.0 的 TE 溶液 中 放置 -20 保存 备用 。 

1.2.2 DNA 扩 增 和 序列 测定 长 度 为 1690 bp 的 DNA 片 
段位 于 G4BRB2 基 因 第 一 个 外 显 子 上 游 1000 bp 至 下 游 
624 bp 为 本 项 研究 的 目标 区 域 。 采 用 Primer premier 
6.0 软 件 设计 引物 扩 增 该 区 域 。 上 游 引物 序列 为 :ATC- 
CATCCCAGAGGAGCTGTC; 下 游 引 物 序 列 为 : 
CCAGGGGACTCGCACACCCAG。 按 照 TOYOBO 
公司 的 KOD FX Polymerase PCR 扩 增 试剂 盒 的 条 件 在 
25 LL 反 应 体系 中 进行 :0.5 U KOD FX polymerase， 
12.5 ul 10xPCR buffer,3 HL 25 mmol/L dNTPs Mix, 
0.75 岂 S hmoL primers 和 50 ng DNA 模 板 。PCR 反 
应 在 Applied Biosystems 2720 Thermal cycler 首先 进 
行 95 % 处 理 3 min; 然 后 按照 以 下 条 件 运 行 30 个 循环 : 
98 % 处 理 30 s,55 % 处 理 30 s,68 % 处 理 1 min; 最 后 
68 % 处 理 5 min。 

PCR 扩 增 完成 后 , 扩 增 产物 经 由 EB 显 色 的 2% 琼 
脂 糖 凝 胶 电 泳 验证 正确 后 送 Life Technology 公司 进行 
Sanger 测 序 。 测 序 引物 为 PCR 扩 增 所 用 的 上 游 引 物 。 
测序 结果 采用 BioEdit 软 件 读 取 和 比 对 ,以 发 现 目标 片 


SNP Group x v 不 
rs72815526 SCZ 0.88 1 0.35 
CON 2.45 1 0.12 
rs3811996 SCZ 2.203 1 0.138 
CON 1.072 1 0.300 
rs3811997 SCZ 0.42 1 0.66 
CON 2.13 1 0.15 
rs76774144 SCZ 0.37 1 0.54 
CON 2.02 1 0.16 
rs3816596 SCZ [S55 1 0.21 
CON 13 1 0.28 


V: degree of freedom; SCZ: schizophrenia; CON: non-psychatric control. 


2.2 SNPs 与 疾病 的 相关 性 分 析 

对 5 个 SNPs 的 基因 型 以 及 等 位 基因 频率 在 疾病 
组 和 对 照 组 之 间 的 差异 分 析 结 果 如 表 2 所 示 。SNP 
rs3811996 的 基因 型 频率 在 疾病 组 和 对 照 组 之 间 差 异 显 
著 : 杂 合子 基因 型 (A/G) 频 率 在 疾病 组 中 显著 低 于 对 照 
组 (P=0.02); 但 其 等 位 基因 频率 在 疾病 和 对 照 组 之 间 无 
统计 学 差异 。 当 把 女性 个 体 分 离 出 去 后 ( 表 3), 结 果 显 
示 男 性 样本 中 SNP rs3811996 基 因 型 和 等 位 基因 两 个 
水 平 的 分 布 频率 在 疾病 组 和 对 照 组 之 间 均 呈现 显著 差 
异 : 杂 合子 基因 型 A/G 频 率 在 疾病 组 低 于 对 照 组 (P= 
0.03); 等 位 基因 G 频 率 在 疾病 组 也 显著 低 于 对 照 组 (P= 
0.03)。 其 它 4 个 SNPs 无 显著 差异 。 


3 讨论 


精神 分 裂 症 是 一 种 常见 的 多 基因 人 类 遗传 病 , 近 年 
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表 2 疾病 组 与 对 照 组 五 个 SNP 位 点 基因 型 和 等 位 基因 频率 分 布 


Tab.2 Genotypic and allelic frequencies of 5 SNPs between schizophrenia group and control group 


Genotype (n, %) 


Allele (n, %) 


Group 
CC CA AA (@: A 

rs72815526 

SCZ (172) 149 (86.63%) 23 (13.37%) 0 321 (93.31%) 23 (6.69%) 
CON (167) 140 (83.83%) 24 (14.37%) 3 (1.80%) 304 (91.02%) 30 (8.98%) 
OR (95% CD 1 1.11 (0.60-2.06) N/A 1 1.38 (0.78-2.42) 
PP 0.74 0.12 0.27 
rs3811996 AA AG GG A G 

SCZ 107 (62.21%) 53 (30.81%) 12 (6.98%) 267 (77.33%) 78 (22.67%) 
CON 85 (50.90%) 72 (43.11%) 10 (5.99%) 242 (72.75%) 91 (27.25%) 
OR (95% CD) 1 1.71 (1.09-2.70) 1.03 (0.42-2.49) 1 1.28 (0.90-1.81) 
六 0.02 0.96 Gu 
rs3811997 CC CT TT © A 

SCZ 152 (88.37%) 20 (11.63%) 0 324 (94.19%) 20 (5.81%) 
con 146 (87.43%) 19 (11.38%) 2 (1.19%) 311 (93.11%) 23 (6.89%) 
OR (95% CD 1 0.99 (0.51-1.93) N/A 1 1.20 (0.65-2.23) 
P 0.97 0.24 0.57 
rs76774144 GG GA AA G A 

SCZ 130 (75.58%) 38 (22.09%) 4 (2.33%) 298 (86.63%) 46 (13.37%) 
CON 128 (76.65%) 34 (20.36%) 5 (2.99%) 290 (86.83%) 44 (13.17%) 
OR (95% CT) 1 0.91 (0.54-1.53) 1.27 (0.33-4.84) 1 0.98 (0.63-1.53) 
R 0.72 0.75 0.94 
rs3816596 GG GA AA 后 A 

SCZ 64 (37.21%) 88 (51.16%) 20 (11.63%) 216 (62.79%) 128 (37.21%) 
CON 59. (35,339%6) 86 (51.50%) 22 (13.17%) 204 (62.79%) 130 (38.91%) 
OR (95%CJ) 1 1.06 (0.67-1.68) 1.19 (0.59-2.41) 1 1.08 (0.79-1.47) 
六 0.80 0.62 0.65 


The differences between SCZ and CON in genotypic and allelic frequencies of 5 SNPs were calculated with the x of 2x2 table. P-values were 


given in bold-face <0.05 (significant). 


表 3 男性 疾病 组 和 对 照 组 间 rs3811996 位 点 基因 型 和 等 位 基因 频率 分 布 


Tab.3 Associations of SNP rs3811996 with the male schizophrenia 


Group Genotype (n, %) Allele (n, %) 

rs3811996 AA AG GG A G 

SCZ 57 (61.96%) 29 (31.52%) 6 (6.52%) 143 (77.72%) 41 (22.28%) 
CON 40 (44.94%) 40 (44.94%) 9 (10.12%) 120 (67.42%) 58 (32.58%) 
OR (95% CT) 所 1.97 (1.05-3.68) 2.14 (0.71-6.48) 1 1.69 (1.06-2.69) 
p 0.03 0.17 0.03 


The differences between SCZ and CON in genotypic and allelic frequencies of 5 SNPs were calculated with the X of 2x2 table. P-values were 


given in bold-face <0.05 (significant). 


来 的 研究 已 经 发 现 了 多 个 诸如 DISC1"” .COMT"、 
NRG1 以 及 本 文 所 报道 的 G4BRB2 等 易 感 基因 "”"。 其 
中 G4BRB2 基 因 易 感性 的 报道 主要 体现 在 其 内 含 子 8 和 9 
的 多 个 SNPs 基因 型 和 单 倍 型 在 中 国 汉族 人 群 以 及 日 本 
美国 .德国 "和 葡萄 牙 " 等 多 个 种 族人 群 病 发 精神 分 
裂 症 相关 联 。 本 项 研究 首次 发 现 G4BRB2 启 动 子 区 内 
与 精神 分 裂 症 相关 的 SNP, 拓 宽 了 GABRB2 基因 对 精神 


分 裂 症 易 感性 的 证 据 。 非 编码 区 SNPs 的 作用 主要 是 调 
控 基 因 的 转录 和 剪接 。 之 前 发 现 的 G4BRB2 基因 与 疾 
病 相关 的 SNPs 均 在 内 含 子 8 和 9 中 ,该 区 域 不 但 是 一 个 
由 多 个 SNPs 组 成 的 DNA 重组 热点 (recombination hot 
spot)2 ,也 是 一 个 进化 上 相对 保守 的 富 含 CG 二 核 音 的 
Alu 转 座 子 元 件 (Alu-Yi6 element)””。 区 域内 的 SNPs 
不 但 影响 DNA 的 重组 ”, 同 时 个 别 SNPs 的 等 位 基因 在 
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亲 代 向 患 病 子 代 传递 过 程 中 出 现 父 源 不 平衡 传递 现 
象 ; 有 些 SNPs 还 与 CpG 位 点 重合 ,从 而 影响 了 DNA 
的 甲 基 化 。 在 RNA 水 平 ,SNPs 基因 型 的 变化 不 但 影响 
其 转录 和 剪接 ”号 ,而 且 等 位 基因 表达 不 均衡 的 异常 印 
记 造 成 了 杂 合 子 个 体 RNA 表 达 异 常 降低 六。 而 本 研究 
发 现 位 于 启动 子 区 内 的 SNP rs3811996, 其 杂 合 等 位 基 
因 型 A/G 在 疾病 组 中 的 频率 显著 低 于 对 照 组 ,并 且 在 男 
性 病 患 人 群 中 更 为 明显 ;而 其 次 要 等 位 基因 G 的 频率 在 
疾病 组 也 低 于 疾病 组 ,虽然 未 达到 显著 水 平 , 但 在 男性 
患 人 群 中 却 达 到 了 显著 水 平 。 这 种 性 别 的 差异 可 能 
与 表 观 遗传 印记 有 关 。 事 实 上 之 前 发 现 的 位 于 内 含 子 内 
SNPs 与 疾病 的 相关 性 也 是 在 男性 个 体 中 表现 更 为 明 
显 ?” 六 ,尤其 遗传 印记 现象 也 在 男性 中 更 为 突出 吕 。 启 
动 子 区 的 碱 基 序列 变化 对 基因 的 调控 作用 比 其 他 区 域 
更 为 直接 。 本 研究 中 发 现 的 疾病 相关 SNP rs3811996 
是 否 通过 碱 基 的 变化 影响 基因 的 转录 .剪接 ,或 者 通过 
DNA 甲 基 化 或 组 蛋白 修饰 变化 影响 启动 子 转 录 活 性 ， 
需要 进一步 的 功能 试验 探索 和 验证 。 

总 之 ,本 研究 首次 报道 了 G4BRB2 基 因 启 动 子 区 的 
SNP 与 精神 分 裂 症 相关 。 这 一 发 现 不 但 进一步 支持 了 
C4BRB2 基 因 对 精神 分 裂 症 的 易 感 性 ,同时 也 为 进一步 
人 研究 G4BRB2 基因 的 表达 调控 机 制 及 其 参与 的 发 病 机 
制 黄 定 了 基础 。 
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